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RESUMEN 
Rodriguez C S D, Garcia 0 M A, Canto A G J, Hernandez S G, Santos C N, Aboytes T R. Tec. Pecu. Mh. Vol. 
37 No 11999 pp 1-12. Para evaluar la capacidad de inducir proteccion especifica de una mezcla de cuerpos de 
inclusion de tres aislados (MEX-15-099-01, MEX-17-029-0l y MEX-31-096-01) de Anaplasma marginale se inocularon 
en dos ocasiones con 21 Was de diferencia, tres grnpos de cinco animales cada uno, con una dosis de 3.3 xl()9 cuerpos 
de inclusion inactivados de cada aislado bovino, mezclados con un adyuvante comerciaI. Cada animal de cada grupo 
vacunado junto con su correspondiente testigo fue desafiado en forma separada con una dosis de 1 x lOSeritrocitos 
infectados con los aislados incluidos en el inmunogeno experimental. La proteccion se evaluo en terminos de las 
variaciones del volumen celular aglomerado, temperatura rectal, porciento de eritrocitos infectados y signos 
cIinicos. Los resultados mostraron una proteccion total contra el aislado MEX-17, proteccion parcial (60%) contra 
el aislado MEX-15 y no se pudo corroborar Ia proteccion contra el aislado MEX-31. La cantidad de cuerpos de 
inclusion en el inmunogeno experimental podria ser modificada para ser usado en programas exteusivos para el 
control de la enfermedad. 
PALABRAS CLAVE: Anaplasma marginale; Inmunogeno experimental, Cuerpos de inclusion 
INTRODUCCION 
La anaplasmosis bovina es ~a enfermedad 
infecciosa, causada por la rickettsia 
intraeritrocitica Anaplasma marginaie 
caracterizada por producir perdidas 
notables en la produccion y considerada 
como uno de los mayores impedimentos en 
el mejoramiento genetico de hatos nativos 
a 	 Recibido el 24 de julio de 1998 y aceptado para su 
pUblicacion el22 de marzo de 1999. 
b 	Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en 
Parasitologia Veterinaria, INIFAP,SAGAR, kIn 11.5 
Carr. Fed. Cuernavaca-Cuautla, Jiutepec, Mor. 
62550. 
c 	Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en 
Fisiologia. INIFAP, SAGAR, kIn 1 Carr. a Colon, 
Ajuchithin Qro. 
d 	Facultad de Ciencias Naturales; Universidad 
Autonoma de Queretaro. 
e 	 Direccion actual: American "'iller Works Service, 
Inc., Quality Control and Research Laboratory, 1115 
South Illinois Street, Belleville, IL. 62220-3102 
de baja produccion en nuestro pais. Las 
perdidas que ocasiona incluyendo muerte, 
abortos y baja produccion son cuantiosas 
(1), en Mexico se Ie considera responsable 
del 26 % de la mortalidad total de los 
animales manejados en programas de 
mejoramiento genetico por la industria 
aseguradora (Marusitch, 1995, 
comunicacion personal). Los metodos 
actualmente disponibles para controlar la 
enfermedad como la premunizacion, donde 
se usa sangre infectada con numeros 
desconocidos de eritrocitos infectados, 0 
en el tratamiento al inicio de una infeccion 
supervisada para prevenir la presentacion 
de signos clfnicos en forma severa mas 
conocida como quimioprofilaxis no son 
confiables. En ambos casos el riesgo que 
se corre es considerable ya que por un lado 
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la dosis puede ser muy grande y provocar 
la enfermedad en forma muy severa, 0 por 
el contrario, no existir un numero de 
eritrocitos infectados que permitan el 
establecimiento de la infeccion en un 
periodo razonable para ser detectada para 
controlarla y establecer proteccion. En 
algunos palses se usan cepas vivas 
atenuadas de A. marginale (2,3) 0 especies 
diferentes como A. centrale considerada 
como de menor virulencia (4). Sin 
embargo, estas vacunas a partir de cepas 
atenuadas pueden ocasionar la enferrnedad 
en animales adultos (5, 6) 0 en el caso 
particular de A. centrale, como agente 
exotica su uso no esta perrnitido en Mexico 
(7). Mas aun, estas cepas funcionan bien 
bajo esquemas de vacunacion con una 
supervision gubernamental estricta (6,8). 
EI uso de agentes vivos conlleva tambien 
el riesgo de transrnision de otros patogenos 
que pueden traer graves consecuencias a 
prograrnas de contro] y/o erradicaci6n a 
nivel nacional (9). En Mexico no existen 
vacunas comerciales para la protecci6n del 
ganado contra esta enferrnedad y aunque 
se han probado vacunas extranjeras para 
su registro, estas no han protegido 
adecuadamente a la confrontaci6n 
heterologa con aislados mexicanos (10). En 
esta comunicaci6n se presentan los 
resultados de los experimentos de un 
inmun6geno inactivado que indujo 
protecci6n especifica, s6lida y de larga 
duraci6n en la inmunizaci6n contra la 
anaplasmosis bovina en animales 
susceptibles. 
MATERIALES Y METODOS 
Aislados. Anaplasma marginale aislados en 
i Laboratorios Schering Plough, Mexico D.E Mexico. 
ii Fenwal. Baxter, Jiutepec, Mexico 
2 
tres estados de Mexico y denorninados 
como MEX-15-099-0l recuperado de un 
brote en un centro de acopio en el municipio 
de Texcoco, Estado de Mexico y mantenido 
en congelaci6n a -96 C; aislado MEX -17­
029-01 recuperado de un brote en el 
municipio de Yautepec, Morelos~ estos dos 
aislados se han pasado en dos ocasiones 
en ani males esplenectomizados e intactos 
para su reactivaci6n previos a este 
experimento; aislado MEX-31-096-01, 
recuperado de un caso clinico agudo en el 
municipio de Tizimin, Yucatan y ha sido 
usado en innumerables ocasiones para la 
produccion de antigeno para los ensayos 
de aglutinaci6n en tarjeta y fijacion del 
complemento. 
Animales. Se utilizaron 45 bovinos de 
aproxirnadamente 18 meses de edad y 200 
Kg de peso promedio, todos ell os libres 
de anticuerpos contra A. marginate, y 
Babesia spp. y provenientes de hatos libres 
a brucelosis y tuberculosis del estado de 
Chihuahua. 
Preparaci6n del inmun6geno 
experimental. Nueve animales fueron 
alojados en las instalaciones del CENID­
PAVET Yse les proporciono una dieta de 
sostenimiento. Los ani males fueron 
esplenectomizados e inmunodeprimidos 
con dexametasona (Azium®i) a la dosis 
terapeutica de 6 mg/animal/dia y usados 
en grupos de tres para la producci6n de 
sangre infectada con cada aislado como 
sigue: cada aislado se recupero de la 
congelacion a -196 C por descongelacion 
rapida en banG maria a 37 C Y se 
inocularon 1 ? 1011 eritrocitos infectados de 
cada aislado en respectivos animales. 
Cuando se deterrnino que la rickettsemia 
estaba en franco ascenso se pasaron dos 
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unidades (Unidad Bolsang@ CPDA-1 ii). de
sangre infectada conteniendo
aproximadamente el mismo numero de
eritrocitos infectados que la dosis anterior
a cada uno de los segundos animales. El
procedimiento se repitio para los terceros
bovinos de cada serie. estos ultimos
animales fueron exsanguinados cuando el
porciento de eritrocitos infectados (PEl)
era superior a 20 en un periodo menor a
siete dias. La sangre se colecto en bolsas
con anticoagulante. lavada y congelada en
10% dimetil sulfoxido a -70 C hasta el
momento de su uso (11). Para liberar los
cuerpos de inclusion de las membranas de
los eritrocitos. la sangre lavada se
suspendio en el volumen original en el que
se congelo. se sometio a dos minutos de
sonicacion a 50% de poder con una micro
sonda de 12 x 3mm (sonicador Fisher
Dismembrator. Modelo 300iii). los cuerpos
de inclusion se concentraron mediante
centrifugacion diferencial (6). y la
purificacion se realizo de acuerdo con la
tecnica descrita por Tebele y col. (12). La
liberacion de los cuerpos de inclusion se
verifico mediante microscopia. donde
despues de la sonicacion se observo a los
cuerpos de inclusion libres y solo unos
cuantos eritrocitos infectados intactos. Los
cuerpos de inclusion se mezclaron con el
adyuvante sintetico trehalosa
dicorinomicolato (S- TDCM@) en aceite
Drakeol 6 VR @iv) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.
suspendiendo los cuerpos de inclusion en
un volumen final de 0.9 ml de una solucion
salina tamponada pH 7.4/0.5 % Tween 80v
(polioxietilenesorbitm monooleato 80) y 0.1
ml del adyuvante. La mezcla se
homogeniz6 mediante sonicaci6n a 60% de
poder en cinco ciclos de un rninuto con
intervalos de 30 segundos de descanso
usando el aparato anteriormente
mencionado.
Vacunaci6n. Treinta bovinos fueron usados
para la evaluacion del inmunogeno. Se
alojaron en las instalaciones del rancho
Gonzcilez Blanco, mpio. El Mcirquez en
Queretaro donde se le proporciono una
dieta de engorda y agua. Los bovinos fueron
lotificados en grupos de cinco y usados
como sigue: grupos 1,2 y 3 fueron
inoculados via subcutanea en las tablas del
cuello con cuerpos de inclusion
equivalentes a 3.3 x109 eritrocitos
infectados de cada aislado ( dando un total
equivalente a 1 x 101° cuerpos de inclusion)
en un volumen final de 1 mI los dias 0 y
21. Los grupos 4, 5 y 6 fungieron como
testigos y recibieron 1 ml de un placebo
compuesto de la misma solucion en la que
se suspendieron los cuerpos de inclusion
en el mismo lugar que los vacunados.
Preparacion de dosis de confrontacion.
Para este proposito se usaron tres bovinos
esplenectomizados. Cada aislado fue
descongelado en forrna rapida en baflo de
agua a 37 C e inoculado a un animal. Al
tercer dia consecutivo de observar
incremento en el PEl y superior a uno, se
obtuvo una unidad de sangre que se
transfirio al segundo animal intacto, el
inoculo fue tornado de este cuando el PEl
,
alcanzo un minimo de 10 durante la fase
de incremento logaritrnico.
Confrontacion. Cada uno de los animales
se confront6 con una dosis de 1 x 108
iii Fisher Scientific, Sprinfield, New Jersey, EE.UU.
iv Ribi IrnrnunoChem Research Inc., Hamilton Montana
EE.UU.
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sustrato fosfato de p-nitrofeniri, el ensayo
se ley6 a una longitud de onda de 405 nm
en un densit6metro automtltico Multiskan@
Plusvii. Posterior a la inoculaci6n con
eritrocitos infectados para la
confrontaci6n, los animales se
muestrearon de igual manera que se
describi6 anteriormente, cada cuatro dias
basta el momento en que se detect6 el
primer animal positivo a eritrocitos
infectados por microscopia 6ptica,
momento en que la toma de muestras se
bizo cotidiana. Los animales severamente
afectados recibieron oxitetraciclinas
(Ernicina Liquida$Yiii) a una dosis de 20 mg/
kg de peso vivo para evitar la muerte.
eritrocitos infectados con A. marginale
como sigue: el dia 43 posvacunaci6n (Py),
los grupos 1 y 4 recibieron el aislado
MEX-15-099-01, y los grupos 2 y 5 el
aislado MEX-17-096-01; Los grupos 3 y 6
recibieron el aislado MEX-31-029-01 hasta
el dia 73 Pv en funci6n de que su
reactivaci6n fue mucho mas lenta que la
de los otros aislados.
Monitoreo. lnicialmente los animales se
monitorearon cada cuatro dias a partir de
la primera inoculaci6n para evaluar la
presencia de posibles efectos secundarios
del inmun6geno experimental. En cada
ocasi6n se midi6 la temperatura rectal y
se observaron los animales para
determinar la presencia de signos clinicos
tipicos de anaplasmosis, tambien se
tomaron muestras de sangre para medir
el volumen celular aglomerado (VCA) y
PEl en torrente sanguineo, mediante la
observaci6n de laminillas de sangre t~fiidas
con colorante de Giemsa, y suero para la
evaluaci6n de anticuerpos especificos por
medio del ensayo de ELISA. El ELISA se
realiz6 como se ha descrito (13), con
algunas modificaciones como sigue; se
us6 una diluci6n 1 :200 de un antigeno
crudo, obtenido de eritrocitos infectados,
previamente ajustado a una concentraci6n
de 1% vol/vol, del aislado MEX-31-029-
01, de acuerdo a protocolos publicados
(14), elantlgeno se trat6 con una soluci6n
de sulfato de dodecil-s6dico a una
concentraci6n final de 0.05 % por 30
minutos a temperatura ambiente, se us6
unadiluci6n 1: 10,000 deun conjugado anti-
IgG bovina-fosfatasa alcalinavi y como
Analisis estadistico. Las medias de los
valores de los parimetros de los grupos se
analizaron mediante un anilisis de
varianza y donde se encontraron
diferencias, se utiliz6 la prueba de Duncan
para determinar las diferencias (15).
RESULTADOS
El proceso de obtencion del inmunogeno
dio en un principio un volumen de cuerpos
de inclusion muy manejable, menos de una
decima parte del volumen final de la
suspension, que al ser combinado con el
adyuvante rindio una suspension blanca,
homogenea y estable, que solo requirio ser
agitada manualmente al momento de su
aplicacion. Los animales vacunados fueron
monitoreados las siguientes tres semanas
posteriores a cada vacunacion, durante las
que no presentaron signos clinicos
aparentes o variaciones de los parametros
fisiologicos observados, VCA,
temperatura rectal o presencia de
eritrocitos infectados, atribuibles a
anaplasmosis.
vi Sigma Chemical Company, San Luis Missouri, EE.
UU. A.
vi\ Labsystems ay. Helsinki, Finlandia.
viii Pfizer Salud Animal, Mexico D.F., Mexico.
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Los valores de DO en el ELISA de los
sueros de los animales al inicio del
experimento fueron comparables a los de
los controles negativos (0.04 a 0.06). Veinte
dias posteriores a la segunda vacunaci6n
los sueros de los animales vacunados
alcanzaron valores de 0.34 a 0.58 de DO,
que fueron significativamente diferentes (p
~O .01) a los mostrados al inicio del
experimento, indicando la producci6n de
anticuerpos (IgG) especificos contra A.
marginale (Cuadro 1). Igualmente, las
lecturas de DO se incrementaron hasta
0.75, cuarenta dias posdesafio (80 dias
posvacunaci6n) en los grupos 1 y 2 y se
mantuvieron hasta el fin del experimento,
90 dias posvacunaci6n. Los animales de
los grupos testigos no presentaron
evmencia de anticuerpos durante el periodo
previo a la confrontaci6n pero los valores
de DO al ELISA posteriores a la
confrontaci6n variaron entre 0.14 y 0.39
(media 0.269 :to.076 absorbancia) hacia el
fin del experimento.
A la confrontaci6n, los animales vacunados
y desafiados con los aislados MEX -17 y
MEX-31 (grupos 2 y 3) no mostraron signos
clinicos aparentes de la enfermedad aun
cuando tres animales, 60% del grupo 2
alcanzaron temperaturas superiores a los
40 C por un dia (Cuadro 1).
En el caso de los PEl se observa un franco
ascenso entre los dias 12 y 17 en todos los
animales testigos, independientemente del
aislado con el que se hayan confrontado
(aunque el observado en los del grupo 6
fue muy bajo), en contraste con los grupos
vacunados que iniciaron el ascenso del PEl
hasta el dia 17 continuando hasta el dia 26
(Figura 2).
En contraste, los animales vacunados y
desafiados con el aislado MEX-15
sufrieron cuadros clasicos de
anaplasmosis y tres de ellos presentaron
fiebre ~ 40 C por 10 menos durante un dia;
dos de estos ultimos recibieron
quimioterapia a pesar de la cual, uno de
ellos muri6 el dia 33 Pd. De la misma
5
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forma, los grupos testigos desafiados con
los aislados MEX-15 y MEX-17 (grupos 4
y 5) presentaron la enfermedad en forma
aguda de los que cinco y cuatro
respectivamente, tresentaron fiebre.
Asimismo, se adbinistr6 tratamiento a
cuatro y tres bovinos respectivamente para
evitar la muerte. En contraste, los bovinos
del grupo 6 ( desafio con el aislado MEX -
31) presentaron la enfermedad en forma
muy moderada a(m cuando dos presentaron
fiebre por 10 menos por un dia, y no se
requiri6 tratamiento. Con respecto de los
parametros en estudio, en general se
observ6 un descenso franco del VCA de
los animales testigos entre los dias 8 y 21,
en contraste, el descenso del VCA en los
grupos vacunados se observ6 entre los dias
17 y 30 (Figura 1).
El promedio de los VCA minimos
observados en los grupos testigos
desafiados cOn los aislados MEX-15 y
MEX-17 fue de 10.4 y 9.8 %
respectivamente, mientras que el de los
desafiados con el aislado MEX-31 fue de
17.6% .Los grupos vacunados por su parte,
mostraron un VCA minimo de 10.6, 15.6
y 18.4% para los grupos 1,2 y 3
respectivamente (Cuadro 1).
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Los promedios de los PEl m:iximos infectados de un PEl ascendente de cada
(Cuadro 1) para los grupos vacunados y aislado, mientras que en la publicacion
testigos respectivamente muestran valores antes citada (9), se uso una dosis de 0.1
estadlsticamente significativos (p<0.01) al ml de sangre de un animal portador
desafio con los aislados MEX-15 (10.68 vs asintom:itico, independientemente del
24.2) y MEX-17 (4.42 vs 17.42). Los numerodeeritrocitosinfectados.
grupos confrontados con el aislado MEX-
31 no mostraron diferencia
estadlsticamente significativa adem:is de Los animales testigos del presente
que los valores de PEl fueron muy bajos experimento comenzaron a presentar
en general. signos clinicos desde los ocho dlas Pd,
mientras que los del estudio sefialado
fueron monitoreados por un periodo de mas
de 100 dlas Pd, y se uso un numero muy
reducido de bovinos. Aunque una vacuna
inactivada de este tipo es actualmente
comercializada con buenos resultados en
los Estados Unidos y con aparentemente
amplio espectro con respecto de los
aislados contra las que protege (5), al ser
probada contra los aislados MEX -15 y
MEX -17 y MEX31, no indujo la proteccion
que normal mente se observa contra
aislados del mismo pals ( 10) , muy
probable mente debida a la ausencia de
antigenicidad cruzada con los aislados
mexicanos (17,18).
DISCUSION
Los datos obtenidos en el presente
experimento indican que es posible la
induccion de proteccion especifica contra
la anaplasmosis bovina mediante la
inoculacion de cuerpos de inclusion
inactivados y parcialmente purificados,
mezclados con adyuvante comercial. El
inmunogeno experimental, a la dosis usada
en dos ocasiones yn el presente
experimento, indujo la produccion de
anticuerpos, indujo un retraso en la
presentacion de la parasitemia yen el
inicio del descenso del VCA,
independientemente del aislado usado para
la confrontacion. Asimismo, la intensidad
de los signos clinicos se vio clarallente
reducida comparado con los testigos
respectivos en los grupos desafiados con
los aislados MEX-17 y MEX-15. Aun
cuando las reacciones observadas en estos
anillales contl a el aislado MEX -17 y
particularmente contra el aislado MEX-
15 fueron de mayor intensidad que los
publicados para productos sellejantes al
desafio (16), esta variacion puede deberse
fcicilmente a las diferentes dosis d~
confrontacion, ya que en el presente
experimento se usaron 1 x 108 eritrocitos
A pesar de que el inmunogeno
experimental no indujo la proteccion
esperada contra todoS 10S aislados de 10S
que estci Compuesta, la doSis usada en este
experimento fue 10 suficientemente
pequefia Como para permitir ajustes de la
cantidad de cuerpos de inclusion que la
Componen en experimentos subsecuentes.
De la misma forma la severidad del cuadro
cllnico presentada en los animales del
grupol al desafio, fue igual a la observada
en bovinos adultos al ser vacunados con
6
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cepas vivas de A. centrate (6) y de menor
intensidad a(rn que los vacunados con cepils
deA. marginate atenuadas en borrego (19).
Los resultados derivados del presente
estudio abren de nuevo la posibilidad de
usar agentes inactivados seguros, quiz.1
para uso regional y a(rn nacional para el
control y/o erradicacion de la
anaplasmosis bovina, inhibiendo as! la
introduccion ilegal de vacunas vivas
atenuadas o derivadas de A. centrale, que
por ser un agente exotico esta prohibido
en Mexico. Sin embargo se requieren
experimentos para determinar la dosis
optima, espectro de proteccion, duracion
de la inmunidad, en funcion de la necesidad
de proteger los hatos nacionales contra
esta enfermedad.
Por otro lado, es sabido que los animales
que sufren la infeccion sea en forma natural
o inducida, quedan protegidos contra
infecciones homolog as pero parcialmente
protegidos contra infecciones heterologas
(2,5,20), este principio se ha tratado de
usar para el disefio de vacunas derivadas
de antigenos de membranas de cuerpos
inclusion del Anaplasma que conservan
epitopos homologos en aislados de regiones
geogrcificas muy distantes (21), el uso de
cuerpos de inclusion de tres aislados
diferentes intenta cubrir un espectro amplio
de antigenos dentro de los aislados que se
encuentran en Mexico, abriendo la
posibilidad para el uso regional o aun
nacional de un inmunogeno inactivado de
origen nacional, mientras que se
desarrollan otro tipo de vacunas que en un
numero reducido de antigenos sinteticos
cubran dicho espectro.
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Figura 1. Promedios por grupo del volumen celular aglomerado (VCA) de los animales
vacunados y controles. Panel superior: grupo 1, vacuna experimental vs aislado MEX-
15; grupo 2, vacuna experimental vs aislado MEX-17; y grupo 3, vacuna experimental
vs aislado MEX-31; Panel inferior grupo 4, testigo vs aislado MEX-15; grupo 5,
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Figura 2. Promedios por grupo del porciento de eritrocitos infectados (PEl) de los
animales vacunados y testigos. El panel superior muestra los grupos vacunados con
el inmunogeno experimental. Los animales de los grupos vacunados fueron inoculados
con el mismo inmunogeno y los animales fueron desafiados con los aislados
correspondientes a los numeros que sustentan. El panel inferior muestra los grupos
testigos e igualmente confrontados con los aislados de los mismos numeros. Los
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PRELIMINARY ESSAY OF AN 
INACTIVATED, EXPERIMENTAL 
Anaplasma margin ale IMMUNOGEN 
SUMMARY 
Rodriguez C S D, Garcia 0 M A, Canto A G J, 
Hernandez S G, Santos C N, Aboytes T R. Tec. Pecu. 
Mex. Vol. 37 No 11999 pp 1-12. In order to evaluate 
the specific protection induced by a mixture of inclusion 
bodies from three different Anaplasma marginale 
isolates, three groups of five animals were inoculated 
twice 21 days apart, with a dose of inclusion bodies of 
each isolate equivalent to 3.3 x 109 infected erythrocytes, 
mixed ~ith a commercial adjuvant. A vaccinated group 
along with a similar control group were challenged 
with 1 x lOs infected erythrocytes of either of the strains 
included in the experimental immunogen. Protection 
was measured by in terms of variation of packed cell 
volume, Rectal temperature, percent infected 
erythrocytes and clinical signs. Results showed 
complete protection against MEX -17 isolate, partial 
(60%) protection against MEX-15 isolate, and protection 
could not be tested due to lack in virulence of. the 
l\1EX-31 isolate. This experimental immunogen can be 
improved and tested to be used in extensive control 
programs against bovine anaplasmosis. 
KEYWORDS: Anaplasma marginale; Experimental 
immunogen, Inclusion bodies. 
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